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               論   文   の   要   旨 
生物が珪酸質構造を形成することはシリカバイオミネラリゼーションと呼ばれ、真核生物の様々な系
統の生物で知られている。イネ科植物のプラントオパール、海綿動物の骨片、珪藻の殻などはシリカバ
イオミネラリゼーションの代表例として特に有名で、形態学、生化学、分子細胞生物学など多方面から
の研究が進んでいる。また、これらいずれとも系統的に離れたリザリア系統群にも珪酸質構造を持つ生
物が多く存在する。リザリア系統群は、珪藻などが属するストラメノパイル系統群と姉妹群であること
が近年示唆されると共に、化石記録から、リザリア系統群のユーグリファ目有殻アメーバが珪酸質被殻
形成を行なった最古の生物群である可能性も示唆されている。従って、シリカバイオミネラリゼーショ
ンの起源・進化を探るうえでユーグリファ目生物の被殻形成に関する研究は非常に重要であるが、ユー
グリファ目生物におけるシリカバイオミネラリゼーションに関する知見は非常に少ないのが現状である。 
ポーリネラ・クロマトフォラはリザリア系統群ユーグリファ目に属する有殻アメーバの一種である。
本種の細胞は約 50枚の珪酸質鱗片で構築された壺型の被殻の中に入っており、開口部から糸状仮足を出
し、匍匐運動をする。また、本種はユーグリファ目の中で唯一、光合成オルガネラ（有色体）を細胞内
に持ち独立栄養的に生育が可能な種で、RNAseq データなどの分子生物学的周辺情報が蓄積しつつある。
本種は、細胞分裂に先立って娘細胞のための新しい殻を細胞外に構築することなど、被殻形成に関する
興味深い報告があるが、培養が困難であったため、これまで形態学的研究も野外採集試料を用いた断片
的なもののみであった。著者は、野外からポーリネラを採集・単離し、世界で初めて混入真核生物がな
く安定した増殖が得られる新規培養株（MYN1）を確立した。これにより、詳細な形態観察や生化学的実
験などが可能になった。本研究では、この培養株を用いてポーリネラ・クロマトフォラの珪酸被殻形成
（鱗片形成と被殻構築）過程の詳細な形態学的知見を得ること、および珪酸質鱗片関連タンパク質を探
索しシリカバイオミネラリゼーションの理解に資する基礎情報を得ることを目的とした。 
細胞内での珪酸質鱗片形成過程の観察：MYN1株の細胞を透過型電子顕微鏡で観察した結果、開口部と
は反対側の細胞膜直下に存在するゴルジ体由来と思われる珪酸沈着小胞（SDV）の内部で、珪酸質鱗片が
形成されることが確認された。また、SDVの成長とともに珪酸が沈着するのではなく、SDVによる鱗片サ
イズと形状の決定の後に周縁部から珪酸沈着が起こることがわかった。さらに、珪酸沈着が始まる前の
SDV内における珪素の有無を確認するため、走査透過型電子顕微鏡（STEM-EDX）を用いた元素分析をおこ
なった。その結果、若い SDV 内にも珪素が検出され、これまでの予想に反し、鱗片形成初期に SDV ヘの
珪酸の輸送がすでに始まっていることを明らかにした。また、PDMPOを用いたシリカ蛍光染色により、開
口部側の鱗片から順に鱗片が形成されることも明らかにした。 
珪酸被殻構築過程の観察：タイムラプスビデオ観察により本種の珪酸質被殻形成過程を観察し、鱗片
が 6 時間以上をかけて被殻開口部より分泌され細胞外に塊状に保持されること、すべての鱗片が細胞外
へ分泌されたあと、太い仮足が細胞外に開口部側から鱗片を一枚ずつレンガを積み上げるように、40 分
程度で壺型の殻を形成すること、などが明らかとなり、ポーリネラの被殻構築の全体像を把握すること
に成功した。さらに、被殻構築中の異なる段階の微細構造観察にも成功し、太い仮足の内部にミトコン
ドリアとセメント様物質を含むと考えられる小胞などが存在すること、配置済みの鱗片同士はセメント
様物質で接着されていること、配置される直前の鱗片は太い仮足の先端で覆うようにつかまれ、その付
近にセメント様物質を含んだ小胞が存在すること、次に配置されると予想される鱗片は仮足にしっかり
と掴まれており、次の次に配置されると思われる鱗片は太い仮足に覆われていないことなどが見出され
た。これらの観察から、ポーリネラは大きさと形状が微妙に異なる各鱗片を何らかの方法で認識し、配
置順序と位置を制御しながら特定の鱗片を特定の位置に配置している可能性が示唆され、複雑な被殻構
築の様子が明らかとなった。 
珪酸質鱗片関連タンパク質の探索：SDV がどのように珪酸を取り込み、珪酸がどのように沈着して鱗
片形成が行なわれるのか、異なる大きさの鱗片をどのように識別し、被殻を正確に構築するのか、など
を明らかにするための足がかりとして、分子レベルの研究に着手した。まず、MYN1 株のトランスクリプ
トーム解析を行い、珪藻において珪酸被殻形成に関与しているタンパク質の相同性検索を行ったところ、
シリカトランスポーター遺伝子（sit）に相同性のある配列を発見した。シリカトランスポーター（Sit）
は 10回膜貫通型の膜タンパク質で、2量体を形成し、ナトリウムイオンとの共役輸送により珪酸を輸送
することが珪藻で知られている。ポーリネラの Sit は珪藻の半分の 5 回膜貫通領域を持ち、保存された
珪酸受容モチーフも珪藻 Sitの半数である１セットを有していた。ポーリネラの Sitは、4量体を形成し
て機能する可能性が考えられる。さらに、被殻形成に関与するタンパク質を網羅的に同定するため、MYN1
株の単離鱗片から EDTA、NaCl、尿素、SDS、フッ化水素酸により、タンパク質を段階的に抽出し、SDS-PEGE
により分離・精製した。複数の主要なバンドを切り出して質量分析を行い、各タンパク質の同定を試み
たところ、そのうちの一つは、既知のタンパク質とは相同性をもたない、ポーリネラに特有の珪酸質被
殻関連タンパク質であることが示唆された。 
ポーリネラにおいて細胞分裂に伴う特異な被殻形成のメカニズム解明を目指した研究は皆無であった
が、本研究によりその突破口となる、殻構築過程全体のタイムラプスビデオ撮影と、その微細構造観察
に世界で初めて成功し、プロテオーム解析から珪酸質被殻形成のメカニズム解明に向けたカギとなるタ
ンパク質の同定に成功した。さらに珪酸輸送を行うタンパク質遺伝子（sit）をポーリネラにおいて初め
て同定した。これにより、ポーリネラにおける特異な被殻形成のメカニズム解明と、シリカバイオミネ
ラリゼーションの起源と進化を明らかにするための足がかりとなる基礎的知見を提供することができた。 
 
               審   査   の   要   旨 
 
本論文は、シリカバイオミネラリゼーションの起源と進化の理解のためのカギとなるリザリア生物群
に属する有殻アメーバの一種ポーリネラ・クロマトフォラにおいて、その特異な珪酸質鱗片形成と被殻
構築過程について電子顕微鏡観察、タイムラプスビデオ観察、間接蛍光抗体法、STEM-EDX を用いた元素
検出などを駆使して初めて詳細に記述している。また、珪酸質被殻関連タンパク質の探索にもリザリア
生物群で初めて着手し、珪酸トランスポーターおよび機能未知のタンパク質を発見しており、リザリア
生物群におけるシリカバイオミネラリゼーション研究への扉を開く画期的な研究成果といえる。本研究
は、野外サンプルから独自にポーリネラの培養株を確立し、ユニークな研究課題であるリザリア生物群
の珪酸質被殻形成の理解のため、最新の技術を適切に取り入れ新しい研究の展開を切り開く独創性の高
いものであり、高く評価できる。 
平成２７年２月２日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終
試験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査
委員全員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（理学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
 
